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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Aufhahihe der Remspinresonanzspektrcn von molekularen Spinsy- 
stemen, zwischen denen eine Wechselwirfcung stattfindet, bei dem die Spinsysteme durch einen 90''-Impuls 

5 angeregt werden und die B cobachtung der Resonanzsignale der angeregten Spinsysteme erst nach Ablauf ciner 
auf den 90° -Impuls folgenden Enlwicklungszeit t\ stattfindet 

Ein solches Verfahren ist sowobl aus der DE-OS 3 1 43 625 aJs auch aus der Publikation von Bax u. Freeman in 
J. Magn. Resoa. Band 44. 1981, S, 542—551, als auch aus der PubUkation von Griesinger, Sorensen u. Ernst in J. 
Am. Cbem, Soc, Band 107, Nr, 22, 1985, S. 6394— 6396 bekannt* 

10 , Zwischen den Spins komplizierter Molekule finden hSufig Kopplungen statt. die zu einer Aufspaltung der 
Unien eines Kemspinresonanzspektruras, kurz NMR-Spektnims, fUhren. Obwohl eine solche Linienaufspaltung 
wertvoUe Informationen uber die vdrhandenen Kopplungen und damit fiber den MolekOlaufbau liefert, kann sie 
andererseits die Analyse eines Spektnims stark erschweren, weil sich die durch eine Linienaufspaltung entste- 
henden Multipletts Qberlappen konnen, so daO die Zuordnumg der einzelnen Linien nicht mehr ohne weiteres 

15 mogiich ist Bei der 2D-Spektroskopie entstehen durch Wechselwirkungen die sog. Kreuzlinien. Die Interpreta- 
tion des Spektnims ist in hohem MaBe erschwert, wenn sich Gruppen von Kreuzlinien Qberlappen, Es sind zwar 
verschiedene Verfahren bekannt, um aus 2D-Spektren durch Kppplung bedingte, storende Linien zu eliminieren. 
we z. B. aus der DE-OS 31 43 525, jedoch war es bisher nicht mogiich, die wahrend der Entwicklungszeit fi 
eintretenden Wirkungen einer skalaren Spin-Spin-KoppIung allgemein zu eliminieren, d. h. eine homonukJeare 

20 Entkopplung in Richtung der cui-Frequehzachse zu erzielea Zwar erimSglicht das von Bax und Freeman in J. 
Niagn. Reson^ Band 44. 1981, S. 542—561 beschriebene Konstantzeit-Experiment eine Entkopplung, jedoch 
leidet dieses Verfahren an einer starken Abhangigkeit derSignalintensitaten von den Relaxationszeiten und den 
J-Kopplungskonstanten. Auch das aus J. Am. Ghent Soc, Band 107, Nr. 22. 1985, S. 6394—6396 bekannte 
zweidimensionale Verfahren eliminiert storende Multiplettlinien in zweidimensionalen Kreuzsignalen. Dabei 

25 werden Resonanzsignale, die mit verschiedenen Weiten des Flipwinkels eines Npschpulses oder mit verschiede- 
nen Phasenwinkein der HF-Schw.^igung von Anregungsimpuken aufgenommen werden, miteinander kombi- 
niert Dieses Verfahren fflhrt allerdings im Gegensatz zum erfindungsgemaBen Verfahren nicht zu einer Reduk- 
tion der frequenzmaBigen Ausdehnung der Signale in 

Per Erfindung liegt demnach die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren zur Aufnahme von Kemspinresonanz- 

30 spektren von molekularen Spinsystem anzugeben, das es ermoglicht die bej VorJiegen einer J-Kopplung infolge 
der skalareh Sp;j-Spin-Wechselwirkungen stattfindenden Entwicklungen zu refokussieren und dadurch die 
wahrend der Entwicklungneit aufrretenden Wirkungen der skalaren Spin-Spin-Kopplungen zii eliminieren. 

Diese Aufgabe wird nach der Erfindung dadurch gelost, daB das Spinsystem nach Ablauf der halben Entwick- 
lungszeit ti/2 mit einem Zeittimke-' r-lmpuls bcstrahlt wird, der eine Drehung der Spinmomente um einen 

35 Flipwinkel fin bewirkt und dessen HF-Schwingung gegenOber einer Referenzphasehlage eine Phasenverschie- 
bung g>q aufweist wbgegen die HF-Schwingung des dem Zeitumkehr-Impuls vorausgehenden 90** -Impulses 
Oder auch weiterer vor dem Zeitumkehr-Impuls verwendeter HF-Anregungsimpulse gegenuber der Referenz- 
phaseniage eine Phasenverschiebung um einen Winkel iff -\- fin aufweist, in dem iff entweder 0 oder n bedeutet 
und fin mil dem Flipwinkel des Zeitiimkehr-Impulses ubereinstimmt und durch die maximale Aukshl N der im 

40 Spinsystem miteinander gekoppelten Spins gemSB der Gleichung 

45 mit n » 0. 1. 2,... A^— 1, A/+ 1.,.. 2A/— I besiimmt ist. wogegen tpq unabhangig von nacheinander einen der 
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Werte ^ 

In 

mil g « 0, 1 , 2 annirhni t daO aufgrund von 3(2 A/- 1 ) Anregungen Resonanzsignale Saq f Or jcden Wert von fin und 
iffq aufgenommen werden. und daB diese Resonanzsignale Snq rr.it einem Gewichtungsfaktor • 



multipltziert und einem resultierenden Signal 

addieri werden. wobei der Gewichtungsfaktor Wnd\c Fourier-Transformierie der Fakioren 
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ist. in denen K die hochste Anzahl der tatsSchlich im Spinsystem vorkommenden Kopplungen angibt und p eine 5 
sich zwischen 0 und ^fortiaufend andernde, ganze Zahl ist, wcshalb giU^ 

• 10 

wahrend 5jcArden Wert 1 hat, wenn N = K, und sonst null isL 

Bei dem erfindungsgemaBen Verfahren werden also statt der idast fibUchen einfachen Indukdpnsslgnale 
durch Aufsummieren ainer Anzahl nach dem erfindungsgemaBen Verfahren erzeugter, unterschiedlicher Signa- 
le gebfldete Signale 5 verwendet. die sich aus der folgenden Gleichung ergeben 

15 * •* 
20 

in der Saq die durch Variation von n uhd q g'^wonnsnen, einzelnen Induktionssignale sind 

Das erfindungsgemaBe Verfahren bewirkt eine zeitliche Umkehr der Entwicklung, die infolge einer skalaren 
Spin-Spin-Kopplung stattfindet. mit dem El gebnis einer homonuklearen Entkopplung, die frei von den Nac^ 
en des Konstantzeit-Experimentes ist- Das Prinzip beruht auf den verschiedenen Abhangigkeiten der verschie- 
denen Koharenz-Obertragungswege yon dem Drehwinkel fia einer Zeitumkehrdrehung. die an einem geeigne- 25 
ten Ort eingefuhrt wird. Der Zeitumkehr-Impuls. der im folgenden auch kurz TR-Impuls (time reversal) oder 
auch TR-Element genannt v/ird, bewirkt eine emzigartige Auswahl jener Obertragungswege, weldie eine 
zeitliche Umkehr der durch die J-Kopplung bedingten Entwicklung zur Folge haben. 

Die Bedingungen fur eine Zeitumkehr konnen leicht in Form der Spinmultiplett-Komponenten, ausgedrOckt 
als Produkt-Operatoren,angegeben werden. Beispi els weisebezeichnet 30 

eine Koharenz des Spins /i mit den Kopplungspartnem h und h in ihren a- bzw.^Zustanden. Eine zeitliche 
Umkehr der J-Entwicklung findet statt, wenn durch das angegebene Verfahren alle passiyen Spins (A, -6) 35 
umgekehrt werdpii, wahrend der aktive Spin (/i) unbeeinfluBt bleibt, also 

ubergehtin , .40 

Es gibt keine einzige, nicht selektive Drehung, welche diese Forderung erfiillt Jedoch hat das ei-fiadungsgema- 
Be Verfahren d?e gewunschte V/irkung, weil dabei Signale miteinander kombiniert werden, welche durch 45 
Verwendung eines TR-Impulses mit variablem Drehv^inkel pn erhalten werden, wobei in dem oben angegebenen 
. Fall eine Abhangigkeit von besteht, die durch cos^ Oa/2) sin^ gcgebcn ist 

Insofem steht das Prinzip des erfindungsgemaBen Yerfahrens in einer gewissen Beziehung zu der sog. 
E. Cosy-Technik,wie -lie aus J. Am. Chem. Soc^ Band 107, Nr. 22, 1985,8. 6394— 6396 bekannt ist 

Obwohl das erfindungsgemaBe Verfahren besondere Bedeutung fDr homonukleare Spin-Spin-Entkopplung 50 
(]*Entknpplung) bei de** Aufnahme von 2D-Spektrogrammen hat hat es auch oJlgemeine Bedeutung fur die 
zeitliche Umkehr der durch J-Kopplungen bedingten Entwicklungen und damit die Eliminierung von storenden 
]-bedingten Signaldampfuhgea Das erfindungsgemtfie Verfah. cr. ist in vielfaitiger Weise bei der Untersuchung 
von biologischen MakromolekQien mittels der NMR-iSpektroskopie anwendbar, wo sonst konventionelle NMR- 
Spektren Bereiche mit einer starken Oberlappung der Resonanzen aufweisen. Die Beseitigung der Mialtipletl- 55 
Aufspaltungen. d. h. eine Refokussiening der )-Entwicklungen, kann eine solche Cfberlappung beseitigen und 
daher neu spektrale Bereiche fCr eine Interpretation zugHngUch machen. Verwendungsmoglichkeiien bestehen 
auch bei heterohukl^aren Spinsystemcn und allgemein in der 2D-Au5tau5cli-Spektro5kopia Gleichfalls kann das 
Verfahren bei der Mehrquantenspektroskopie und bei indirekter Beobachtung der Kemspinresonanz Verwen- 
dung finden. ... ^ 

Bei einer bevorzugten Ausfiihrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens wird der Zeitumkehr- oder 
TR-Impuls aus zwei Abschnilten zusammengesetzt, namlich aus einem ersten Abschnitt in Form eines 90** -Irti- 
pulses mit der Phase Pa + q>q und aus einem dem ersten Abschnitt falls gerStebedingt erforderlich mit einem 
gegenuber der Entwicklungszeit kurzen, zeitlichen Abstand r. der ausschlieBUch.der Phaseneinstellung dient 
folgenden zweite:i Abschnitt in Form eines 99"-Impulses mit der Phase 7t -i- Dabei ist rdie Zeil, die benotigt 65 
wird. um die HF-Phnse zu ahdern. Ein typischer Wert fOr rist 5 • 10""^ s. Die Realisierung des TR-lmpulses 
mittels zweier Abschnitte in Form von 90°-Impulsen mit unterschiedlichen Phasenlagcn ist niit herkdmmlichen 
NMR-Spektrometern genauer als die Erzeugung eines Impulses, der aufgrund seines Energieinhaltes einen von 



DE 35 43 123 C2 



90* verschiedenen^vorgcgebendnDrehwinkelftibewirkcnsoll. 

Wie bereits erwahnt, ist das erfindungsgemaBe Verfahren insbesondere fOr die Vcrwendung bci der Aufnah* 
me von 2D-Speklren geeignet DemgemaD siehl cine bevorzugte AusfQhrungsform des errindungsgemaDen 
Verfahrens die Verwcndiing von zur Aufnahme von zwcidimensionalen ICernspinresonanzspektren geeigneten 
5 Impuisfolgen vor, in die der Zeitumkehr-Impuls eingefOgt ist undjicl dencn die Phase der HF-Schwingung der 
dem Zeitumkehr-lmpuls vorausgehenden Anregungsimpulsc um den Winkcl fia vcrschobcn isL So kann bei- 
spielswcise fOr NOESY-Experimente (Nuclear Overhauser Enhancement SpcclroscopY) die Impulsfolge 

90»fl?„ + v^,) - \tK - 90y^„ + - T- 90Y^ + - \tx - 90* (0) - Tm- 90YV!i) - acq. /v^, + Vi) 

Anwendiing finden, bei der y/v und \in in einem von y?„ und yrq unabhSngigen zyklischen Wcchsel die Phasenwin- 
kelOundnbedeuten.Diesergibteinenminimalen l2(2A/--l)Schritt Phasenzyklus, 
Wird die Erfindung bei einem Verfahren zur Uniersuchung von Spinsystemen mit hetcronuklearer Kopplung 

15 verwendet, bei dem durch eine erste Impulsfolge Vme erste Kernart unmittelbar angeriegi und dann durch einc 
zweite Impulsfolge die durch Kopplung erfolgte Anregung einer zweiten Kernspinart abgcfragt wird, so wird 
der Zeilumkehr-Impuls in die erste Impulsfolge eingefOgt Es versteht sich, daO auch hier wieder die entsprc- 
chende Phasenverschiebung der dem TR-Impuls vorangehenden Impulse staitfinden muQ und die Experimenie 
mit den nach der Erfindung vorgesehenen Anderungen der verschiedencn Winkel wiederhoU und die erhaitenen 

20 und mit dem angegebenen Gewichtungsfaktor muUiplizierten Signale addiert werden mQssen. um das von der 
Kopplung befreite Signal zu erhalten. . • u u i, 

Eine indirekte Untersuchung von Spinsystemen mit hetcronuklearer Kopplung kann m an sich bekannter 
Weise dadurch stattfinden» daB mittels einer ersten Impulsfolge eine erste Kernspinart und mjtlels einer zweiten 
Impulsfolge eine zweite Kemspinart angeregt wird, und zwar derart. daB ein einem ersten 90^-Impuls der ersten 

25 Impulsfolge folgender erster 180%lmpuls in die Mitte zwischen zwei 90" -Impulse der zweiten Impulsfolge failu 
Bel einem solchen Verfahren wird die Erfindung dadurch angewendet, daB der Zeilumkehr-Impuls in die erste 
Impulsfolge an einer Stelle eingefOgt wird, die zeitUch mit dem zweiten 90'-Impuls der zweiten Impulsfolge 
zusammenfallt, daB dem Zeiiumkehrimpuls in der ersten Impulsfolge ein weiterer 180'-Impuls in einem zeitli- 
chen Abstand folgt, der dem Abstand des ersten 180** -Impulses von dem ersten gO'^-Impuls der ersten Impulsfol- 

30 ge gleich ist, und daB die Aufnahme des von der ersten Kemspinart gelieferten Resonanzsignals m emem 
zeitlichen Abstand vom weiteren 180*-Impuls beginnt, der dem zeitlichen Abstand des Zeitumkehr-lmp^ulses 
voii dem ersten 180**-Impuls gleich ist. so daB der Zeitumkehr-Impuls in die Mitte zwischen rfen ersten gO'^-Im- 
puis der ersten Impulsfolge und den Beginn der SignalaufnahmefallL . 
Weitere Einzelheiten und Ausgestaltungen der Erfindung ergeben sich aus der folgenden Beschreibung der m 

35 derZeichnungdargestellten Ausfuhrungsbeispiel&Eszeigt • 

Fig. I das Diagramm der fur ein 2D- NOES Y- Experiment benotigten, nach der Erfindung modifizierten 
Impuisfoige. 

Fig. 2 die Wiedergabe eines 2D-NOE-Spektrums von Decapeptid-LHRH, 

Fig. 3 und 4 zwei Bereichc des in Fig. 2 dargesteiUen Spektrums in vergrSBcrtem MaBslab jeweils ohne und 
40 mit Reversierung durch einen Zeitumkehr-lmpuls und 

Fig. 5 bis 10 weitere Diagramme von nach der Erfindung modifizierten Impuisfolgen. 

Fig. I zeigt das Diagramm einer Impulsfolge. wie sie in der 2D-NOE-Spektroskopie Anwendung findet 
Typisch fur diesc Impulsfolge sind drci 90** -Impulse 1, 2, 3, von denen der erste gO'^-Impuls I das Spmsystem der 
zu uniersuchenden Probe anregt der zweite 90'-Impuls nach einer Entwicklungszeit t\ die Anregung wieder- 
45 holt, um den EinfiuB von Spin-Spin-Kopplungeii festzustellen, wahrend der dritte 90" -Impuls 3 eine Mischzeit rm 
beendet, die sich an den zweiten 90*-Iiripuls 2 anschlieBt Im AnschluB an den dritten 90^-Impuls wird das 
Resonanzsignal als Interferogfamm 4 empfangen und aufgezeichnet Dabei hat geigenOber dem am Ende der 
Entwicklungszeit t\ erscheinenden 90* -Impuls 2 die HF-Schwingung des ersten und des letzten 90"-Impijlses die 
Phasenlage bzw. yrz. wahrerid die phasenempfindliche Gleichrichtung des Interferogrammes 4 mit emem 
Hochfrequenzsignat der Phase + erfolgt, wobei und abwechscind die Werte 0 und ji annehmen. 

Nach der Erfindung wird zwischen die cirsten beiden 90''-Impul5e, wclche die Entwicklungszeit t\ bestimmcn, 
ein Zeitumkehr-lmpuls Oder TR-Impuls eingcschaJteu der bei dem dargestellten Ausfuhrungsbeispiel aus zwei 
Abschnitten bcsteht, nSmlich zwei 90*-ImpuIsen 5 und 6, die in einem zeitlichen Abstand raufeinander folgen 
und jeweils von dem benachbarten 90° -Impuls 1 bzw. 2 den Abstand tm haben. Die HF-Schwingung des ersten 
90" -Impulses 5 hat den Phasenwinkel fin + <P^ wShrend die HF-Schwingung des zweiten 90" -Impulses die 
Phasenlage n <pq hat Die beiden 90"-ImpuIse 5, 6 haben die Wirkung eines Impulses, der erne Drehung der 
Spinmomente um den Winkel p„ zur Folge hat und dessen Phase um <pq verschoben ist AuBerdem ist ber derin 
Fig. 1 dargestellten Impulsfolge der Phasenwinkel des ersten 90* -Impulses um verschoben, so daB die 
HF-Schwingung dieses Impulses den Phasenwinkel V^i hat j v i 

60 Der Phasenwinkel fin ist besdmmt durch die ahgenommene maximale Anzahl N— 1 der KoppIungsparUier 
jedes relevanten Kemspins in der Probe, Der Phasenwinkel ^i, wird in Schritten 5z///vei^ndert, so daB f0r 277— 1 
. aufeinanderrdgendeAnregungengilt. 

65 N 

mit/7 = 0, 1.2...,A/-1.A/+1....2//-1. « • a- 

Dieser Phasenzyklus fur Pa wird unter Betrachtung der Mehrfach-Quanten-KohSrcnzen (MQC) abgeleitel, die 



so 
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von deni 90**-Impuls5 mit der Phase ft + ipq des Zeitumkehr-Impulses erregt werdcn. Die Mphrfach-Quanten-. 
KoharenzenrnOssenindemVcrhaitnis . 



Icocibiniert werden. In dieser Beziehung isi K die Zahl der hochslen tatsSlchlich vorliegenden MQC und p ein 
laufender Wert zwischen 0 und K, Bp ergibt das Gewicht fiir die Mehrfach-Quanten-Koharenz der Ordnung p. 
fst es erwOnscht. J-Kopplungen oder Spins zu refokussieren. die K— i oder weniger J-Kopplungen aufweisen, lo 
muB die Phase Pn in Schritten von ii/N erhoht werden, wobei N > K. Die Gewichtungsfaktoren fOr die 
individuellen Schritle des ^Zyklus werden durch eine Fourier-Transformation der Werie Bp erhaltea namlich 

in der vorhergehenden Beziehung isl. wie bereits angegeben, n — 0, U 2. . . . , /v— i, i, . . . ,2r/— 1. | 
. FOr den empfindlichsten Fall// « /Cfindet man 2p | 



--f<-»-h(T^)]' 
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Berechnete Werte fOr die Phasenwinkel ft und die zugeordneten Gewichtungsfaktoren W„fur N ^ K ^ 4 sind 
in der folgenden TabeUe angegebea Die Phase qtq muB unabhangig davon die drei Werte 0, 2;i/3 und 47c/3 
durchtaufen. 

ft 0 71/4 71/2 371/4 571/4 371/2 77i/4 30 

W„ 0.500 -0^860 1.000 -3.414 -3,414 1.000 -0.5iB6 

Das den Zeitumkehr-Impuls bildende Impulspaar 5, 6 kann demnach auch als Mehrfach-Quantenfilter be- 
trachtet werden. Der beschriebene Phasenzyklus ist dann einer ICombination von p-Quanten-gefiltcrten Spek- 
tren mitden Faktoren 

f Or 0 </7 < Naquivalent Der beschriebene Phasenzyklus fur ft selekliert die Koharenz-Obertragungswege Ap, 
von denen nur Ap ^ 0 zur Refokussierung der skalaren Kopplungen fuhrt Es ist daher erforderlich, den Anteil 
Ap « 0 durch einen zusatzlichen Phasenzyklus des gesamten Zeitumkehr-Impulses zu selektieren. Hierzu dient 
der Dreischritt-Zyklus = 0.2ji/3, 471/3. 45 

Wie bereits erwahnt, gehorea die Phasen und ^/z zu ublichen NOESY-Experimenten. Ihre zyklische 
Variation dient der Unterdruckung axialer Linien (y^i 0, tt) sowie der Ein-Quanten-Koharenz wahrend der 
Mischzeit Tm {yn ^ 0, ;r). Die Null-Quantenunterdruckung, die bei der konvendonellen NOE-Spektroskopie ein 
bekanntes Problem bildet, ist bei NOESY mit Zeitumkehr (NOESY-TR) infolge der Refokussierung der J-Kopp- 
lungen fiberflussig. Es kann selbstverstandlich die Methode der zeitproportionalen Phasenerhohung (TPPI-Me- 50 
thode) in der ublichen Weise auf den ersten Impuls angewendet warden, um positive und negative Frequenzen 
zu trcnDS3i und reine 2D- Absorptionslinien zu erhaltea 

Es s&fl nicht unerwahnt bleiben. daO das NOESY-TR-Experiment auch gewisse NachteOe aufweist, Im Ver- 
gleich zum herkommlichen NOESY tritt ein Empfindlichkeitsverlust um etwa den Faktor 2^ ein, dessen genauer 
Wert von der AnzaM K der gekoppelten Spins abhSngt Weiterhin konnen unerwunschte Kreuzlinien in den 55 
Stellungen {m. fiJtz) — (1/2[X2a + ^/n) in Systemen gekoppelter Spins auftreten. Weiterhin kann der Spin Im 
entv/eder zu dem gleidien Spinsystem wie ft und //gehoren oder eine Kreuzrelaxation bezuglich h oder // 
auhvelsen. Diese Linien sind jedoch leicht von den gewOnsditen, ©i^entkoppelten Linien zu unterscheiden, wefl 
sie bezSglich en «ne gegenphasige Multiplettstruktur haben. Wenn erforderlich, konnen die unerwunschten 
Liiiiea auch in einer Weise unterdrOckt werden, welche der Unterdruckung der NuU-Quanten-Koharenz bei eo 
NOESY ahnlich ist 

Die Fig; 2 bis 4 yeranschaulichen in deutlicher Weise cKe Wirkung des erfindungsgemaBen Verfahrens bei der 
Aufhahme dnes 2D-NOE-Spektrogrammes von Deca-pq)tid-LHRH oder Glu— His— Trp— Ser— Tyr— 
Gly^— Leu— Arg— Pro— Gly^^'-NHa. Das hefkonunHche NOESY-Diagramin nach Fig. 2 zeigt in den beiden 
eingerahmten Bereicheii 11, 12 starke Oberlappungm der Kreuzlinien, welche eine Zuordnung dieser Linien 65 
behindem und eine quantitative Aiiswertung d*^ NdE^Spektrogrammes unmoglich machen. In den Rg. 3a und 
4a sind die Bereicbe 11 und 12 in vergroBertem MaBstab nochmals wiedergegeben. Die durch die Anwendung 
des erfindungsgemaBen Verfahrens eraelte Entkopplung in der fi)i-Rjchtung ergibt die in den Rg. 3b und 4b 
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wiedergegebenen 2D-Spektrogramme 13 bzw. 14. Ein Vergleich der Diagramme 11 und 13 bzw. 12 und 14 zeigt 
deutlich die Eliminierung der Linienaufspailung in der oi-Richtung, die nuniiiehr eine klare Idcntifikalion der 
einzelnen Linlen und dahiit eine einwandfreie Interpretation des Speklrogranrimes ermoglichL Die dargestelUen 
Spektrogramme zeigen den Ausschnitt des NH— CaH-Bereiches eines 300 MHz NOE-Speklrums. Die Aufnah- 
5 me erfolgte mil 700 f i- Abtastungen fOr eine mit Nullen aufgefOllte 2K x 2/C Datcnmatrix. 

Die grpBe Bedcutung des erfindungsgemSBen Verfahrens ergibt sich u. a.daraus.daB die quantitative Auswer- 
tung eines NOESY-SpektrUms, d. h. die Messung derSignalamplituden der Kreuzlinien, eine direkle Information 
Uber atomarc Abstlnde liefer t DIese Information ist von immenser Bedeutung fOr die Aufklarung der tertiSren 
Strukturen von biologischen MakromoIekOlem Eine solche quantitative Auswertung ist jedoch liicht m6glich, 
10 wenn die Kreuzlinien im herkommlichen NOESY-Spektrum Qberlappen. Das errindungsgemaBe NOESY-TR 
Vcrfahren stelU die bisher cinzigc Methode dar, wodurch die crwQnschle Information auch bei sonst Qberlap- 
penden Kreuzlinien gewonnen werden kann. ' 

Wie bereits envahnt, ist das erfindungsgem^De Verfahren nicht nur dazu geeignet, die Entwicklung bei einer 
J-Kopplung in Verbindung rnit der 2D-NOE-Spektroskopie rOckgangig zu machen, sondern sie ist auch fur 
15 andere Zwecke einsetzbar. Tatsachlich kann der Zeitumkehr-Impuls mit den zugeordneten Phasenverschiebun- 
gen, kurz gesagt das TR-Element, in eine Viblzahl unterschiedlicher Impulsfdlgen eingefOgt werden, be;i denen 
eine homo- oder heleronukleare Entkopplung erwOnscht ist Die Rg. 5 bis 10 gcben Impulsfolgen wieder, wie sie 
bei anderen Experimenten Anwendung finden konnen. 
Fig. 5 yeranschaulich! allgemein eine f mpu^sfolge ^ur Reobuchtimg (homomiklearer) Austauschvorgange. bei 
. 20 der zur Bcobachtung der Austauschvorgange einem 90°-Anregungsimpuls 21 eiiie Entwicklungszeit folgt. 
bevor das f nterferogramm 22 nach Einstrahlen eine*! Impulspaarc! 24. das einen bekannten Zwei-Quanten- Filter 
mit einem unabhangigen Phasenzyklus bildet, aufgenommen wird. Nach Ablauf der halben Entwicklungszeit t\f2 
wird das TR-Element 23 eingeftlhrt, das wiederum in der beschriebenen Weise aus zwei 90*-Antcilen mit den 
. Phasenverschiebungen + ^<7 bzw.n + 9?<7 besteht Entsprcchend hat der dem TR-Element 23 vorausgehende 
25 90*-Impuls 21 eine Phasenverschiebung fin. Dieses Experiment liefert ein homonukiear J-korreiiertes 2D-Spek- 
irum ohne die sonst vorhandenen. informationslosen und store nden Diagonalsignale (unkorrelierte Signale bei 
Frequenzen Q>i = fl^). 

Bei der ]-korrelierten 2D-Spektroskopie (COSY) wird am Ende der Entwicklungszeit tu die wiederum einem 
90***Anregungsimpu1s 31 folgt, die Entwicklungszeit ri nicht durch einen weiteren SO^'-ImpuIs abgeschlossen, 

30 sondern es folgt nach einer Mischzeit rm ein 1 80*-Impuls 32* an deii sich nach Ablauf einer weiteren Mischzeit Xm 
ein weiterer SO'^-Impuls 33 anschlieBt, auf den dann die Aufnahme des Interferogrammes 34 erfolgL Auch hier 
wird wieder, wie in Fig. 6 dargestellu erfindungsgemaB ein TR-Element 35 nach Ablauf der halben Entwick- 
lungszeit fi/2 eingefOgt Ebenso wird dem dem TR-Elcment 3;5 vorausgehehden 90<*-Impuls 31 wiederum die 
Phasenverschiebung fin erteilL Entsprechendes gill auch fOr das total korrelierte 2D-Spcktrogramm (TOCSY) 

35 nach Fig. 7. bei dem lediglich w^hrend der Misdizeit Tm ein Sfiuigungsimpuf s 36 eingestrahit wird. 

Fig. 8 zeigt das Diagramm der zur Aufnahme eines Mehrquanten-Spektrogrammes dienenden Inripulsfolge. 
Auch hier wird wieder die Entwicklungszteit tx durch einen ersten 90* -Impute 41 eingeleitet und durch einen 
. zwei ten 90'*-Impuls 42 abgeschlossen. Zum Unterschied zu den vorher besprochenen Impulsfolgen sind jedoch 
dem die Entwicklungszeit /i einleitenden 90'*-lmpuls 41 ein.weitere 90*-Impuls 43 und ein I80**rlmpuls 44 

40 Vorgeschaltet. Die Aufnahme des Interferogrammes 45 folgt im AnschluB an den zweiten 90*-Inipuls 42. Auch 
wird wieder erfrndungsgemaB das TR-Element 46 nach der halben Entwicklungszeit t\/2 in die Impu*sfolge 
eingefOgt In diesem FalH muB nicht nur dem die Entwicklungszeit einleitenden 90*-Impu]s 41 eine Phasenver- 
schiebung um Pa erteilt werden, sondern auch den anderea dem TR-Element vorhergehenden Impulsen 43 und 
44. 

45 Endlich zeigein die Fig. 9 und 1 0 Impulsfolgen, wie sie bei der Untersuchung hetcronuklearcr Kopplungen und 
bei der indirekten Beobachtung der Kernspinresonanz Anwendung fmden. Bei der in Fig. 9 dargestelUen 
Impulsfotge werden die H-Spins der zu untersuchenden Probe durch zwei 90'-ImpuIse 51, 52 angeregt, die cine 
Entwicklungszeit t\ ausldsen bzw. beenden. Zusammen mit dem zweiten SO^'-lmpuls 52 wirti auch ein 90*-Impuls 

53 fur die mit den H-Atomen gekoppelten X- Atome des Spinsystems eingestrahit Bei diesen X-Atomen kann es 
50 sich beispielsweise um Kohlenstoff-13 handeln. Das nach einem Zeitintervall if aufgenommene Inlerferogramm 

54 der X-Atome zeigt an, in welchem MaBe die X-Atome wahrend der Entwicklungszeit t\ durch heteronukleare 
Kopplung von den zuvor angeregten H-Atomen angeregt worden sind Auch hier wird wieder nach der 
Erfindung das TR-Hement 55 zwischen die beiden die Entwicklungszeit t\ definierenden 90" -Impulse 51, 52 
eingefOgt und es wird die Phase des ersten 90' -Impulses 51 in der beschriebenen Weise abgeandert Das 

55 Zeitintervall if mit 180*' -Impulsen 56, 57 in seiner Mitte dient wie ubiich zur Refokussierung der Antiphasen-Si- 
gnale vor dem Einschalten des EntkoppIers58. 

Bei der in Fig. 10 dargestelUen indirekten Spektroskopie werden die beiden Atomarten H und X im zeitlichen 
Abstand einer Mischzeit Tm durch je einen 90" -Impuls 61 bzw. 62 angeregt Dem zeitlich spateren gO^-Impuls, 
der zur Anregung der X-Atome diente, folgt ein weiterer 90*'-Impuls 63 nach der Entwicklungszeit tu wogegen 

60 die zuerst angeregte Atomart H mit einem ISO^'-Impuls 64 bestrahlt wird, welcher dem ersten 90''-Impuls nach 
einer Zeit Xm + fi/2 folgt Normalerweise wurde bei der indirekten Spektroskopie die Beobachtung der ersten 
Atomart H im Zeitpunkt t\!2 + Xm nach dem 180*-Impuls 64 folgen, Bei Anwendung des erfindungsgemaBen 
Verfahrens wird jedoch zur Zeit t\f2 nach dem 180**-Impuls 64 das TR-Element 65 eingefOgt, das demnach 
zeitlich mit dem das Zeitintervall fi beeindenden 90**-ImpuIs 63 zusammen^Ilt, der auf die andere Atomart x 

65 eingestrahit wird Diesem TR-Element 65 folgt im zeitlichen Abstand Tm + t\f2 ein weiterer 180' -Impuls 66. Die 
Aufnahme des Interferogrammes 67 erfoigt fur die erste Atomart H zur Zeit ft/2 nadi dem Einstrahlen des 
letzten 180" -Impulses 66. Betrachtet man hier die Summe der Zeiten 
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Tm + r|/2 + ri/2 + ri„ + ft/2 + /|/2 « 2(^1 + Tn,) 

als Gesarntentwicklungszeit von dem ersten 90"-Anrcgungsimpuls 61 bis zur Aufnahmedes Interferogrammes 
67. so ist ersichtlich. daB das TR-EIement 65 v/ieder in die Mitte der Gesarntentwicklungszeit milt, da sem 
zeiilicher Absland von dem 90*'-Anregungsimpuls 61 den Betrag tm + t\ hat Auch hier verstehl es sic\ daB die 
beiden dem TR-Element 65 vorausgehenden 90**- und ISO" -Impulse 61 bzw. 64 eine um den Phasenwinkel fi„ 
verschobene I^hase der HF-Schwingung aufweisen. 

Die vorstehenden Beispiele zeigen, daB das Prinzip der Erfindung bei vielen bekannten Empulsgruppen 
Anwendung frnden kann, mil denen Spinsysleme zum Zwecke der Aufzetchnung von Speklrogrammen und 
insbesondere von 2D-Spektrogrammen anregbar sind Dabei kann das TR-Element insbesondere eingefugt 
werden. um eine cui-Entkopplung bel alien homo- oder heteronuklearen 2D-Expcnmenten zu crzielen. bei denen 
die Komponenten. die in bezug auf die homonukleareh Kopplungen in Phase sind, am Ende der Entwicklungsz^it 

ausgewahltwerden, ^ . r i_ j. • 

Das erfindungsgemaBe Verfahren laQt sich mil alien ICe>;nspinresonanzspektrometern durchruhren, die cmen 
Generator zur Erzeugung von aufeinanderfolgenden HF-Impulsen mit einstellbaren zeitlichen Abstanden sowie 
mil einer einstellbaren Phasenlage der HF-Schwingung gegenuber einer koharenten Bezugsschwingung auF- 
weist,d. h. mit alien modemen Puls-Fourier-Transform-Spektrometem. 

Patcritanspruchs 

1. Vei fahren zur Aufnahme der ICernspinresonanzspektren von rnolekularen Spinsystemen, zwischen dcncn 
eine Wechselwsrkung stattfindet, bei dem die Spinsysteme durch einen 90** -Impuls angeregt werden und die 
Beobachtung der Resonanzsignale der angeregten Spinsysteme erst nach Ablauf einer auf den gO'-Impuls 
folgenden Entwicklungszeit £i stattfindet. dadurch gekennzeichnet, daB das Spinsystem nach Ablauf der 
halben Entwicklungszeit ti/2 mit einem Zeitumkehr-Impulfe bestrahlt wird, der eine Drehung der Spinmo- 
mente um einen Flipwinkel^n bewirkt und dessen HF-Schwingung gegenuber einer Referenzphasenlage 
eine Phasenverschiebung <pq aufweist, wogegen die HF-Schwingung des dem Zeitumkehr-Impuls vorausge- 
henden gO^'-Impulses oder auch weiterer. vor dem Zeitumkehr-Impuls verwendeter HF-Anregungsimpulse 
gegenuber der Referenzphasenlage eine Phasenverschiebung um einen Winkel \f/ ft, aufweist, in dem y/ 
entweder 0 oder n bedeutet und fin mit dem Flipwinkel des Zeitumkehr-Impulses ubereinstimmt und durch 
die maxiihale Anzahl A/der im Spitisystem miteinander gekoppelten Spins gemaB der Gleichung 

mit /I = P, 1 , 2, . . , N— \, N-k- 1 , . • . 2//— 1 bestimmt ist, wogegen. unabhangig yon fin nacheinander einen 
derWerte 



mit 9 = 0, 1, 2 annimmt. daB auf grund von 3{2N - 1) Anregungen Resonanzsignale Saq fur jeden Wert von 
fi„ und ^^aufgenommen werden, iind daB diese Resonanzsignale ^u^mit einem Gewichtungsfaktor 



multipliziert und zu einem resultierenden Signal 

addiert werden, wobd der Gewichtungsfaktor Wn die Fourier-Transfornaierte der Faktoren 

ist, in denen die hSchste Anzahl der tatsacfalich im Spinsystem vorkommenden Kopplungen angibt und p 
eine sich zwischenO und ^Tfortiaufend andemde, ganze Zahl ist, weshalb gilt: 

wthrend Sfcj^dcn Wert 1 hat, wenn TV = /C und sonst null ist 
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Z Verfahren nadi Anspruch 1, dadurch gekennzelclmet, daB der Zeitumkehr-Iinpuls cinen ersten Abschnitt 
in Form dnes 90** -Impulses mit der Phase Pa + 9q und einen dem ersten Abschnitt falls geratebedingt 
erforderlich mit einem gegenuber der Entwicklungszeit t\ kurzen zdtlichen Abstand i; der ausschlieBlich 
der Phaseneuistellung dient. folgenden zweiten Abschnitt in Form eines 90** -Impulses mit der Phase 7C'¥ <pq 
aufweisL 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, gekennzeichnet durch die Verwendung von zur Aufnahme von 
zweidimensionalen Kemspinresonanzspekd-en geeigneten Impulsfolgen mit eingefflgtem Zeitumkehr-Inji- 
puls imd um den Winkel A, verschoberier Phase der HF-Schwingung der dem Zeitumkehr-ImpuL vorausge- 
henden HF-Anregungsimpulse. 

4. Verfahren nadi Anspnich 3, gekennzeichnet durch die Verwendung der Impulsfblge 
(0) — Tin — 96**ftrd ~ a«l-<Vi + 

mit yt, ^sQ, ;rin einem von ^irund qfq tmabhtngigen ^klischen Wechsd und einer vanablen Nfischzeit Xm 
furNOESY-Experimente. . ^ 

5. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dafi zur Untersuchung von Spinsystemen mit 
heteronuklearer ICopplung mittels einer ersten Impulsfolge eine ersten Kemspinart unmittelbar angeregt 
und dann durch cine zwcite Impuisfclge die durch Kopplung erfolgte Anregung einer zvreiten Kem^inart 
abgefragt wird, und daB der Zeitumkehr-Iihpuk. in die erste Impulsfolge eingefOgt mrd. 

6. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnel; daB zur indirekten Untersuchung von Spinsyste- 
men mit heteronuklearer ICopplung mittels einer ersten Impulsfolge dne erste Kemspinart und mittds 
einer zweiten Impulsfolge eine zweite Kemspinart in der Weise angeregt wird, daB ein dnem ersten 
90*-Impuls der ersten Impulsfolge folgender erster 180**-Irapuls m die Mitte zwischen zwei 90*-Impulse der 
zweiten Impulsfolge f allt, daB der Zeitumkehrimpuls in die erste Impulsfblge an einer Stelle eingeffigt ist, die 
zeitlich mit dem zweiten 90* -Impuls der zweiten Impulsfolge zusammen^tlt, daB dem Zeitumkehr-Impuls in 
der ersten Impulsfolge ein weiterer 180** -Impuls in dnem zeitlichen Abstand folgt, der dem Abstand des 
ersten ISO** -Impulses von dem ersten 90*-Impuls der ersten Impulsfolge gleich ist, und daB die Aufnahme 
des von der ersten Kemspinart gelieferten Resbnanzsignales in dnem zeitlichen Abstand vom wcitercn 
180*-Impuis beginnt, der gleich dem zeitlichen Abstand des Zdtumkehr-Impulses von dem ersten 180** -Im- 
puls isi, so daD der Zeitumkehr-Impuls in die Mitte zwischen den ersten 90"*rlmpuls der ersten Impulsfolge 
und den Beginn der Signalaufnahme f allu 
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